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摘要 ”本 实验 用 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 等 电 聚 集 电泳 分 析 了 意 蜂 和 中 蜂 的 醒 酶 同 工 酶 。 意 蜂 和 中 蜂 的 酶 谱 有 
明显 的 种 间 差 别 。 意 蜂 的 酶 谱 可 分 为 四 组 区 带 : ESES E、I、II、IV。 意 蜂 不 同 发 育 阶段 的 酶 谱 也 有 不 同 。 
BEN IV 的 含量 在 晴 期 有 很 大 的 变化 。 琵 酶 IV 表现 出 多 态 现象 、 对 多 态 现象 的 分 析 可 推测 种 群 的 杂 合 程 
度 。 

XE 意 蜂 中 蜂 酯 族 ” 同 工 酶 ”多 态 性 











ALE 〈isozyme) 是 具有 相同 或 相似 的 催化 功能 但 酶 分 子 的 结构 不 同 的 一 组 酶 。 它 
是 由 染色 体 上 不 同 的 基因 位 点 或 同一 位 点 的 等 位 基因 编码 的 。 近 十 多 年 来 , 在 昆虫 领 
域内 有 关 同 工 酶 的 研究 日 渐 增 多 。 一 方面 ,昆虫 是 研究 同 工 酶 的 好 材料 ; 男 一 方面 ， 同 工 
酶 是 研究 昆虫 的 遗传 变异 、 物 种 进化 及 种 属 鉴定 的 重要 手段 。 

酯 酶 回 工 酶 能 催化 酯 键 水 解 ， 在 昆虫 和 其 他 生物 体内 广泛 存在 。 它 是 多 态 性 很 高 的 
一 组 同 工 酶 ,在 种 属 鉴 定 和 遗传 变异 的 研究 中 都 很 重要 。 

本 实验 用 缘 丙 燃 酸 胶 凝 胶 等 电 聚 焦 电泳 ,分析 了 意 蜂 Apis mellifera ligustica 和 中 蜂 
A. cerana 两 种 蜜蜂 以 及 意 蜂 不 同 级 别 和 不 同 发 育 阶 段 的 酯 酶 间 工 酶 。 并 试图 通过 酯 酶 
IV 表现 出 的 多 态 性 ,探讨 供 试 种 群 的 杂 合 程度 。 

材料 和 方法 

材料 意 蜂 自然 交配 群 E, 及 孤 瞧 生殖 无 父 后 代 群 E. 取 自 北京 市 农林 科学 院 养 蜂 
室 ; 中 蜂 系 1981 年 由 北京 市 房山 县 购 信 。 

电泳 方法 ”主要 参照 Vesterbery (1971) 和 Wrigley (1971) 的 方法 。 丙烯 酰胺 浓 
度 为 5.0—5.5 96 ; 交 联 度 为 4.8 锣 。 安 福 林 (Ampholine, 瑞典 LKB) pH 3.5—10, 浓度 为 
4.5 一 6%。Triton X-100 浓度 为 0.1%。 胺 板 大 小 为 85 x 60 毫米 ， 厚 度 1 毫米 。 每 板 
7 一 8 个 样品 ,每 样品 为 一 头 个 体 。 

点 样 及 电泳 ” 剪 取 羔 冻 的 成 年 峰 头 部 或 胸部 ,或 取 冰 冻 的 整个 幼虫 或 肾 , 加 数 滴 提 取 
i (0.05M Tris-HCl 缓冲 液 , pH 6.5—7.0, & 0.25% Triton X-100) 匀 浆 ,10,000 转 / 分 
离心 3 分 钟 。 取 上 清 液 点 于 样 纸 上 (10 层 擦 镜 纸 ，5 x 4 毫米 ), 置 胶 板 表面 距 负极 端 约 
































本 文 于 1984 年 工 月 收 到 。 
本 实验 得 到 郭 秋 觅 同志 的 帮助 ;于 永 彬 同志 拍摄 照片 ;特此 致谢 。 
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1/3 处 。 正 极端 用 以 1 M HPO, 溶液 漫 温 的 3 GEAR (70x 15 ZX) 覆盖 , 负极 端 用 以 
1 M NaOH 溶液 浸 温 的 同样 滤纸 覆盖 。 薄 层 等 电 聚 焦 电泳 槽 (北京 六 一 仪器 厂 ) 每 次 可 
走 三 块 胶 板 。 电 泳 在 冰箱 中 进行 。 开 始 电 流 为 10 毫 安 ， 电压 约 50 伏 。 电 泳 1 小 时 取出 
加 样 纸 ,再 继续 电泳 4 小 时 ,终止 时 电压 约 为 500 Ro 

pH 值 测定 ” 停 直 电泳 取 下 胶 板 ,立即 按 一 定 距 离 ( 每 隔 1 厘米 ) 切 开 小 口 ,插入 精密 
pH 试纸 ,测定 该 点 的 pH o 

染色 和 固定 ” 底 物 为 乙酸 -c- 茶 酚 ， 约 10 毫克 溶 于 2 一 3 毫升 正 杆 醇 中 。 约 10 毫克 
Ei RR 盐 染 料 用 3 一 4 毫升 pH 6.0，0.1M NaOH- 顺 丁 烯 二 酸 钠 缓冲 被 瓷 解 。 胶 板 置 





图 1 意 蜂 和 中 蜂 头 部 酯 酶 谱 和 扫描 图 
Fig. l. Esterase zymograms and scanning graph of adults of 4. mellifera and A. cerana 


a. Bi worker of A. mellifera b. HEIs drone of 4. mellifera 
C. 意 峰 蜂王 queen of 4. mellifera d. hiik drone of 4. cerana 
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玻 咀 中 ,加 约 25 毫升 缓冲 液 ( 即 上 述 溶解 固 蓝 染 料 的 缓冲 液 ) 及 底 物 盗 液 ，5 分 钟 后 加 入 
染料 溶液 。 半 小 时 后 即 显 出 黑 褐色 柄 酶 区 带 。 用 蒸馏 水 冲洗 胶 板 两 次 ， 在 7% 乙酸 溶液 
中 国定 数 小 时 。 

H KEHL% 甘 铀 水 溶液 浸泡 后 用 两 张 玻璃 纸 夹 住 ， 置 于 平板 上 干燥 。 透 明 的 
FRE Beckman Du-8B 分 光 光 度 计 扫描 ,波长 为 500 EAR o 


结 条 


意 蜂 工蜂 头 部 的 酯 酶 谱 可 视 为 标准 酶 详 (图 1:a)。 为 便于 讨论 , 结合 扫描 曲线 可 将 
其 分 为 4 组 区 带 : ERES I[、IH、HI、IV。 酯 酶 工 位 于 pH 3 一 5.5 ZH], EH 3 一 4 条 带 组 


酶 活性 


酶 活性 
酶 活性 





图 2 意 蜂 幼虫 与 晴 酉 酶 谱 和 扫描 图 
big. 2. Esterase zymograms and scanning graph of pupae and larva of Æ. mellifera 
a. KETCH worker pupa of A. mellifera b. 意 妖 雄 蜂 贤 drone pupa of 4..mellifera 
co MHH E queen pupa of 4. mellijerz d. $i Thh queen larva of A. mellifera 
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成 , 除 靠近 酯 酶 I 的 一 条 外 ， 其 余 各 带 颜色 都 很 浅 。 酯 酶 ID 位 于 pH 5.6 左右 , 是 一 


条 粗 而 深 的 带 ，。 在 酶 谱 中 最 为 显著 。 酶 酶 DI 在 





pH 6 一 7 之 间 ， 有 3 条 较 浅 的 带 。 ERES IV 在 

pH 9.5 左右 ,多 数 个 体 是 一 条 较 深 的 带 。 
TEE (图 1:c) AER 1:b) 头 部 的 酶 

谱 和 工蜂 的 基本 相似 ,但 雄 蜂 的 酯 酶 IV 要 浅 些 。 





3 


此 外 ， 胸 部 和 噬 部 的 酶 谱 和 标准 谱 也 基本 相同 。 des $ & 
EE TEORIA IER] A [8 Ac E BEES E d — | | 

Sr. [HEBES II 各 带 的 深浅 有 所 不 同 。 成 虫 的 本 SOIE O S 

By II AARRE REE RRR: R » 

期 的 第 一 条 带 较 深 (图 2)。 这 说 明 在 不 同 的 发 育 

阶段 ， 各 同 工 酶 的 含量 (或 酶 活性 ) 是 不 同 的 。 根 

据 这 些 差别 ， 很 容易 把 不 同 发 育 阶段 的 个 体 区 别 

开 来 。 "SUP  —  mgy 
中 蜂 雄 蜂 头 部 酶 谱 (图 1:2) 与 意 蜂 的 相 比 ， It. x : 

差别 十 分 明显 。 中 蜂 雄 蜂 的 醒 酶 I 和 意 蜂 的 完 

全 相同 。 但 酯 酶 I SEXIERES U 的 一 条 带 粗 而 宽 ， 图 3 意 妖 雄 肾 醒 酶 谱 


而 且 彼 此 不 相 接 。 最 大 的 不 同 是 中 峰 的 缺少 酯 酶 Fig. 3, Esterase zymograms of drone 


pupae of 4. mellifera 





IV ,工蜂 的 和 师 期 的 酶 谱 也 无 此 区 带 。 T 
意 蜂 酶 谱 中 酯 酶 IV ARMATE 2. 福 眼 贤 brown-eyed pupa 
进入 蚂 期 这 条 带 就 消 夫 了 , 白眼 师 (1 一 3 天 ) 没 有 GOD TUE 
| | | 
B 
g | 
due © ES 
F3 
| | 
| ! 
|. s> o | ab æ " anm 
1 2 3 4 1 33 
图 4 RS 


Fig. 4. Esterase zymograms 
A. HEBR drone pupa of 4. mellifera B. 工蜂 Worker of 4. mellifera 
1,3 单 带 single band 2,4 XX4 double band 
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酯 酶 IVo ZLERABCO—7 天 ) 酯 酶 IV 就 出 现 了 ,但 颜色 较 浅 。 WEM (0—12 R) ERES 
IV ERRER 3)o 

在 意 蜂 的 不 同 种 群 里 ， 肾 期 和 成 年 蜂 醋 酶 IV 有 很 大 的 差别 。 供 试 的 F， 妖 群 系 北 
京 市 农林 科学 院 养 烽 室 绝 雌 生 殖 无 父 蜂王 的 子 二 代 群 ,经 两 代 孤 峻 生殖 的 选 育 , 体 色 已 变 
得 十 分 纯正 。 在 测定 的 30 头 雄 峰 肾 和 30 头 工 蜂 肾 中 , 酯 酶 IV 全 为 位 置 相同 的 一 条 带 。 
说 明 F， 群 就 酯 酶 IV 基因 型 而 言 , 是 纯 合 的 。 在 自然 交配 繁殖 的 E3 群 里 ,测定 的 各 30 
头 雄 蜂 晴 和 工蜂 肾 中 ,都 出 现 了 酯 酶 IV 为 两 条 带 的 现象 (图 4:A)。 单 带 与 双 带 之 比 , 梭 
蜂 师 为 16:14; 工 蜂 肾 为 13:17。 在 工 妖 中 也 有 相当 数量 的 个 体 出 现 双 带 现象 (图 4:B)o 这 
种 现象 反映 了 该 种 群 就 酯 酶 IV 基因 型 而 言 , 是 杂 合 的 。 

讨 3 

—. Tanabe (1970) 用 琼脂 和 琼脂 糖 电泳 研究 了 西方 蜜蜂 A. mellifera 和 东方 蜜蜂 
A. indica, KI% (Xylocopa), Hi% (Polistes) MEJ (Megachile) 等 膜 翅 目 昆虫 的 酯 
酶 司 工 酶 。 蜜 蜂 属 两 个 种 都 有 相似 的 4 条 带 ， 但 东方 蜜蜂 的 几 条 带 迁 移 率 大 些 。 其 余 的 
几 种 蜂 都 只 有 两 条 带 。 各 种 间 互 有 差别 。 Mestriner (1972) 用 淀粉 凝 胺 电泳 分 析 西 方 蜜 
峰 雄 峰 和 工 峰 的 酯 酶 同 工 酶 ,发现 酯 酶 同 工 酶 中 存在 多 态 现象 ， 工 蜂 师 有 三 种 电 访 表 型 ， 
雄 蜂 肾 有 两 种 表 型 。 他 认为 这 些 酶 带 是 由 两 个 共 显 性 等 位 基因 控制 的 。 雄 峰 是 单 倍 体 ， 
所 以 只 有 两 种 表 型 。Mestriner 等 还 用 同样 方法 研究 了 西方 蜜蜂 的 苹果 酸 脱氧 酶 (MDH) 
和 醇 脱 氢 酶 (ADH)， 也 得 到 类 似 的 结果 。 Cornuet (1979. 1981) HX ka Beli it E, 
泳 测 定 了 西方 蜜蜂 的 苹果 酸 脱 氢 酶 ,发 现 靠 近 正极 的 区 带 是 多 态 性 的 ,他 认为 该 区 带 是 由 
三 个 共 显 性 等 位 基因 控制 的 。 

聚 丙烯 酰胺 凝 胺 等 电 聚 焦 电泳 对 酶 蛋白 的 分 离 是 基于 其 分 子 所 带 的 净 电 荷 。 我 们 用 
这 种 方法 将 音 蜂 酯 酶 同 工 酶 分 出 9 条 区 带 ， 表 现 出 高 的 分 辨 力 。 而 且 操 作 简 便 、 重 复 率 
高 ,是 研究 同 工 酶 的 有 效 手 段 。 

二 、 本 实验 也 证 阴 同 工 酶 谱 具 有 种 的 特征 。 意 峰 和 中 蜂 句 属 蜜蜂 属 (4pzr), 因而 ,都 
具有 着 色 深 的 区 带 I. 并 有 相似 的 酶 谱 。 但 是 ,两 个 蜂 种 的 酶 谱 又 有 明显 的 美 别 , 最 显著 
的 是 中 峰 设 有 区 带 IV。 

因 些 , 同 工 酶 可 以 作为 种 间 监 别 的 一 个 指标 。 尤 其 在 鉴别 亲缘 关系 相近 的 种 时 , 同 工 
酶 常 可 提供 有 价值 的 资料 。 

三 、 在 同 工 酶 中 ,有 些 是 由 不 同 基 因 位 点 编码 的 ;还 有 一 些 则 是 由 同一 基因 位 点 的 等 
位 基因 编码 的 ,后 者 又 员 allozyme。 Allozyme 之 间 常 常 只 是 肘 链 上 一 个 或 几 个 氨基 酸 不 
IH. 在 酶 谱 上 的 位 置 十 分 接近 。 当 一 组 同 工 酶 中 基 个 成 员 本 身 又 是 alozyme Bf. 在 酶 谱 
二 该 位 置 就 出 现 多 态 现象 。 即 在 同一 种 群 中 ,不 同 的 个 体 在 该 位 置 出 现 不同 的 电泳 表 型 。 
这 反 肌 了 该 种 群 中 存在 着 多 种 等 位 基因 。 在 我 们 的 实验 中 ， 意 蜂 的 酯 酶 IV 表现 出 多 态 
现象 。 但 是 ,在 雄 妖 肾 中 也 出 现 了 两 条 带 的 个 体 。 通 常 ， 双 倍 体 雄 蜂 在 自然 种 群 中 少 有 苑 ， 
一 般 雄 峰 都 是 单 倍 体 , 难 以 用 等 位 基因 的 理论 来 解释 。 探 讨 这 个 问题 肖 须 作 更 多 的 工作 。 
虽然 如 此 , 酯 酶 IV 位 点 的 多 态 性 仍 可 作为 种 群 杂 合 性 的 一 个 指标 。 在 作 种 群 杂 合 性 测 
定时 ,应 选择 发 育 期 - : 致 的 个 体 进行 比较 。 最 适宜 的 时 期 是 褐 眼 归期 ,此 时 操作 方便 ， 酶 
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谱 也 比较 请 晰 。 

Bü. Triton 是 一 种 非 离子 去 污 剂 ,可 以 改善 酯 酶 的 提取 条 件 。 但 如 用 量 过 大 ,有 使 蛋 
白质 解 离 成 亚 基 的 危险 。 根 据 对 照 实 验 ，Triton 浓度 为 0.25% 时 , 与 对 照 的 酶 谱 谱 型 相 
阿 ,但 条 带 区 分 得 更 加 清楚 。 
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STUDIES ON THE ISOZYMES OF HONEYBEES 
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Eleetro-foecusing PAGE method has been used to study esterase isozyme variations 
in two speeies of honeybees, Apis mellifera ligustica and A. cerana. There are obvious 
differences between the species, and also eertain differenees in different eastes and de- 
velopmental stages of A. mellifera. 

Zymograms show typieally nine bands and are divided into four zones, Est I, Est TT, 
Est III and Est IV. Est IV is polymorphie in A. mellifera ligustica. Est IV activity 
ean not be detected in young white-eyed pupae, but it increases to maximum in old blaek- 
eyed pupal phases. 
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